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摘要 ”日 前 为 止 仅 在 少数 几 种 昆虫 中 研究 过 蜂 期 的 赔 点 激素 。 关 于 赔 皮 从 类 的 性 质 分 析 ， 结 果 也 颇 不 
一 致 。 本 文采 用 放射 免疫 分 析 、 薄 层 层 析 、 高 压 液 相 色谱 及 质谱 对 棉铃 虫 Helioshis armigera 颇 血 淋巴 内 
的 赔 皮 激素 进行 了 研究 。 结 果 如 下 : 1 物理 -化 学 方法 证 明 晴 血 淋巴 内 存在 二 种 嫉 皮 当 类 : 赔 皮 酮 和 20- 
BERKA. 2. FMB KA RE n EE ,高 峰 出 现在 化 晴 后 的 第 5 天 (3435ng/ml), 3. ERM BE 
RES 20-7838 EARRA 123.575 说明 20- 郑 基 暗 皮 酮 是 主要 的 赔 皮 人 类 。4。 比 较 肉 堆 两 性 晴 的 赔 
MSS, RUITZ. 研究 表明 在 棉铃 虫 中 影响 成 虫 发 育 的 主要 激素 是 20- 产 基 赔 皮 酮 而 不 是 赔 皮 
Mo 
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昆虫 的 晓 皮 过 程 是 由 激素 控制 的 。 五 十 年 代 中 期 从 家 午时 的 抽 提 物 中 分 离 和 结晶 
二 种 具 余 体 骨 架 的 晓 皮 激素 ,分 别称 为 蚁 皮 酮 和 20- 羟 基 晓 皮 酮 (Butenandt and Karlson, 
1954; Karlson，1956)。 到 有 目前 为 止 在 昆虫 中 已 发 现 具 昆虫 晓 皮 激素 骨架 的 化 合 物 达 10 
种 以 上 , 现 统称 为 旷 皮 涩 类 (ecdysteroides)。 这些 化 合 物 , 除 有 罗汉 松 当 酮 A 为 C-28 当 体 外 ， 
都 是 C-27 4k (Hetru and Horn, 1980)o 

为 了 前 明 晓 皮 当 类 的 生理 功能 ,必须 了 解 它们 在 不 同 发 育 时 期 的 性 质 、 组 成 、 动 态 及 
来 源 。 以 往 这 方面 的 研究 主要 集中 于 昆虫 的 幼虫 期 。 越 来 越 多 的 证 握 表 明 ， 在 幼虫 期 前 
胸腺 一 旦 活化 即 开始 合成 和 释放 虹 皮 酮 , 晓 皮 酮 由 体液 传送 到 周围 组 织 ( 如 脂肪 体 和 马 氏 
管 ) 并 被 转化 为 20-4 ERAT (Smith 等 ，1980)。 在 晓 皮 省 类 滴 度 的 高 峰 时 期 ，20- 羟 
基 晓 皮 酮 是 主要 的 晓 皮 省 类。 因此 一 般 认 为 真正 的 虹 皮 激素 可 能 是 20 Pa e A s 
皮 酮 是 原 激 素 。 

肾 期 的 赔 皮 锚 类 仅 在 少数 几 种 昆虫 中 进行 过 研究 ; WKE afont 等 ，1975)， 
Æ (Calvez, 1976), (REX FRR (Bollenbacher 等 。1981) 和 美国 棉铃 虫 (Holman and 
Meola, 1978). ER XERRA BR VARA AR RHR RARER SER LBA 
大 的 差异 。 这 些 差异 究竟 是 天 然 存在 的 还 是 由 于 不 同 的 方法 学 所 致 ,有 待 进一步 名 明 。 本 
文 报道 棉铃 虫 蚂 期 的 赔 皮 省 类 ,为 了 避免 方法 学 的 片面 性 ,我 们 采用 了 放射 免疫 分 析 、 芋 
层 层 析 \ 高压 液 相 色谱 和 质谱 等 多 种 手段 。 由 于 棉铃 虫 是 我 国 的 主要 农业 害虫 之 一 ;了解 
它们 的 生长 发 育 的 内 分 泌 控 制 ,对 协调 防治 也 是 有 意义 的 。 


材料 与 方法 
RH HAA Heliothis armigera 以 人 工 饲料 饲养 在 26%C 和 15 小 时 明 ，9 小 时 瞳 的 


AMF 1984 年 12 月 收 到 。 
闹 秀 芳和 落 容 静 分 别 协助 昆虫 人 饲养 和 放射 免疫 测定 , 谨 致 谢意 。 
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Jo ATA ATS RMS (1978) 幼虫 期 单 管 饲 养 于 长 " 厘米 , 内径 3 厘米 
欧 玻 璃 管 中 ,在 此 条 件 下 , 师 期 历时 12 一 13 Ko 

晓 皮 省 类 的 提 权 和 放射 免疫 分 析 

肾 的 血 淋 巴 用 65 狗 甲醇 水 溶液 抽 提 。 离 心 后 , 沉淀 用 纯 甲 醇 抽 提 二 次 。 合 并 的 上 清 
被 在 减 压 下 若 干 ,然后 溶 于 已 知 量 的 甲醇 中 。 晓 皮 兴 类 的 含量 用 放射 免疫 分 析 法 测定 , 详 
WAR WARE (1984 E) 的 方法 。 样品 中 晓 皮 当 类 的 含量 以 20- 羟 基 晓 皮 酮 的 当量 表示 。 该 
Fi TERS BABAR 20- 痉 基 赔 皮 肯 的 灵敏 度 十 分 搂 近 。 

薄 层 层 析 和 高 压 液 相 色 谱 

薄 层 层 析 使 用 20 厘米 X 0.5 毫米 的 硅胶 (Merke F-254) 板 。 硅 胶 板 在 层 析 前 先 用 
纯 甲 醇 预 洗 ， 层 析 时 用 氯仿 ;96 多 乙醇 (80:20) 为 移动 相 展 开 。 REAT S AA i 
和 20- 羟 基 赔 皮 酮 标准 品 作 参 照 。 层 析 后 从 点 样 区 到 溶剂 前 沿 分 割 成 27 条 区 带 , 每 带宽 
度 为 0.5 厘米 ,分 别 用 乙醇 抽 提 各 区 带 的 硅胶 。 然后 用 放射 免疫 分 析 测 定 乙 醇 抽 提 该 的 
ii BZ SASH eo 

在 高 压 被 相 色 谱 的 分 析 中 ,样品 的 纯化 参照 Lafont $ (1982) 的 方法 。 血 淋巴 用 水 和 
氯仿 (1:1) 分 配 , 离 心 后 有 机 相 用 水 重复 抽 提 一 次 ,合并 水 相 。 再 进一步 用 “18 Sep Pak 
小 柱 (Waters and Associates) 分 离 。 在 水 相 抽 提 滚 注入 Sep Pak 小 柱 后 , 分 别 用 5 毫升 
水 和 25 儿 甲醇 洗涤 ,最 后 用 5 毫升 65% 甲 醇 洗 脱 。 洗 脱 液 浓缩 后 即 注 人 YSB-2 NAER 
相 色 谱 仪 ( 隐 254 紫外 检测 仪 )。 使 用 及 相 柱 (YWG RP 18，20 X 0.5 cm 或 Lichrosorb 
RP 18, 15 X 0.5cm) 以 50% 甲 醇 水 为 溶液 ,流速 0.8 毫升 /分 。 在 定量 分 析 时 ， HBC SH 
分 并 用 放射 免疫 分 析 测 定 。 

质谱 将 高 压 深 相 色温 中 与 已 知 盟 度 肖 类 只 相同 保留 时 间 和 免 痉 活性 的 久 分 进一步 
作 质 谱 分 析 。 使 用 Finnigin-MAT 4510 型 一 四 极 质谱 仪 , DEP-CI 技术 (甲烷 为 反应 气 ) 
质谱 在 70 eV 记录 。 
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RE PRR SHE 

在 12 天 肾 期 中 ,每 卫 24 NR, PE a ee A 
省 类 的 含量 ,结果 如 图 1 所 示 。 

刚 化 肾 的 个 体 ( 师 期 0 小 时 ) BRE RE HABER SS (116ng/ml)。 ABER MARAE 

Be LA, BMH 5 天 达到 高 峰 (3435ng/ml) ， 第 9 天 下 降 到 较 低 的 水 平 (78ng/ml)。 
总 的 来 说 ， 棉 铃 虫 肾 期 血 淋 巴 中 仅 有 一 个 晓 皮 当 类 的 峰 ， 它 的 持续 期 几乎 占 整 个 晴 期 的 
2/3， 这 种 趋势 与 其 它 昆 虫 中 的 情况 是 一 致 的 (Dean $, 1980). BAERE (Hanaoka 
and Ohnishi, 1974) MIKI (Bollenbacher |, 1978) 的 肉 性 晴 中 都 发 现 过 蚁 皮 当 类 的 
第 二 个 高 峰 , 但 是 在 这 一 高 峰 期 晓 皮 省 类 主要 积累 于 卵 货 中 , 血 淋 巴 中 的 晓 皮 省 类 仍 处 于 
低 水 平 。 我 们 也 比较 了 棉铃 虫 肉 雄二 性 师 中 血 淋 巴 晓 皮 当 类 的 滴 度 ， 结 果 没 有 发 现任 何 
明显 的 性 别 差 异 。 

I et Ee BE ES BE AY EE 

ET 3 fn ok eS SSS oe SE (A 4 天 和 第 5 天 ,因此 ,这 一 时 期 
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族 射 免疫 分 析 活 性 (ng/jnlx10-3) 
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图 1 IARE h Be ES SAE 
结果 以 ng 207A BCG IRA AN of A NAS 4 一 6 PURE ES. Ee Meo 

SAO ILIKE. PBL Be RRO EE IG MTG AN SERED ATED TES 4 天 
WADIA FRR ARH, (ITE Re 值 相 当 于 20-FS EME Se ADA IE Se A DARRERA 
显 的 放射 免疫 活性 。 而 其 它 区 域 无 明显 活性 (图 2)。 薄 层 层 析 的 结果 说 明 血 淋巴 可 能 只 
Bh se SSS, BD 20- 羟 基 赔 皮 酮 和 赔 皮 酮 。 

由 于 荡 层 层 析 往往 不 能 很 好 分 离 这 二 种 暗 皮 和 借 类 ,有 时 甚至 出 现 重 蒋 现 象 ,我 们 进行 
了 高 压 液 相 色谱 分 析 。 图 3( 实 线 部 分 ) 是 第 5 天 肾 血 淋巴 暗 皮 锚 类 高 压 液 相 色 谱 分 析 的 
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W2 W4 RRE ZEER RIAA E REAR 图 3 H5 RUT LHR BAe SS SHOTS EWA ES TOT 
— MA © A) HARADA 20- 羟 基 焙 皮 闭 标 样 的 还 移 柱 ;5 REIKI X20 ME YWO-CygHy, C10), PEGI: 
MEOH: H:O (isl, V/V), Wiio. ÆFA 
—— J REL Bae A RD 
-== 1 ECAC MAR BR A SBE TE 
20- = 20-}RIEML RAs E = MN 
每 0.5 分 钟 收 一 馏分 ,用 放射 免疫 分 析 测定 
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一 例 , 进 样 量 相 当 于 22 微 升 血 淋巴 的 抽 提 物 。 在 一 些 极 性 很 高 的 馏分 之 后 ， 有 4 个 明显 
Agi, Apl Pas Pas PaRI Pr, Heh P 和 Py 分 别 与 20- 羟 基 晓 皮 酮 和 赔 皮 柄 的 标 样 有 相 
同 的 保留 时 间 (20- 羟 基 上 赔 皮 酮 6.5 分 , IRB 12.6 分 )。P P 是 未 知 化 合 物 。 我 们 用 
HERRA (inokosterone) #127 WHS EA A A (makisterone A) 与 PP 和 Ps 在 同样 条 件 下 作 了 
比较 , P, 和 P 的 极 性 显然 在 这 二 种 赔 皮 内 类 之 间 。 为 了 检测 P 一 P; 这 4 个 峰 以 及 其 它 区 
BOE A I SS Se BEE Ee, UE REE Wee 40 个 馏分 (馏分 /0.5 分 )， 用 放射 免疫 
SAME, 皮 贷 类 的 含量 ,结果 见 图 3 ERM) RAMP 具有 了 明显 的 免疫 活性 ,而 
Pi 和 P, 无 活性 ， 因 此 ，P: MP; RBA MS. RR YR RIMES 析 
兽 用 3 批 分 别 抽 提 的 样 些 进行 了 重复 ， 结 果 有 很 好 的 重 现 性 。 高 压 液 相 色谱 分 离 中 收集 
的 20- 闫 基 蚁 皮 酮 和 晓 皮 柄 的 饮 分 的 质谱 也 与 标准 样品 相符 。 这 些 结 果 清 楚 说 明 株 铃 虫 
Hey TTL PPK ES Bg UGH Be BSS HS ey 20- 羟 基 赔 皮 酮 和 晓 皮 酮 组 成 。 

St BRS 20-2 HL Bl 

在 确定 了 血 淋 巴 高 峰 时 期 含有 20- 羟 基 赔 皮 酮 和 焙 皮 酮 之 后 ， 我 们 比较 了 化 蜂 后 初 
期 及 师 龄 第 5 大 了 血 森 外 中 这 二 种 晓 皮 禾 类 的 比例 。 血 淋 巴 抽 提 物 用 液 谱 分 BR. UR 
20-26 Heli Re Aad AGL Fe BT a, 然后 用 放射 免疫 分 析 测 定 ， 结 果 列 了 于 才 lo ARRA ! 
K WARN SIRF 20- 羟 基 赔 皮 酮 ,但 是 在 肾 龄 第 5 天 , RIAR B SATE PRS, 20- 
Fes RoW Ala 9 FE BEd RZ ECAH 20- 室 基 赚 颇 关 初 暗 皮 酮 总 二 的 78 多}。 这 一 结果 所 
oye 20- 疮 其 赔 皮 酮 是 影响 成 时 过 育 的 主要 因子 。 











MEL 神 铃 虫 里 RERET BAE p AS 20- a Se AEB 





oy i} aT RE WR IZ Fld s 20-22 EME Re E 
第 1 天 3 1 0.68 
第 5 天 3 1 3.57 

讨 论 


用 放射 免疫 分 析 、 薄 层 层 析 和 高 压 波 相 色谱 证 实 棉 铃 虫 肾 含 有 20— Je eT 
皮 酮 。 这 一 结果 与 其 它 鳞 翅 目 昆虫 中 的 报道 相似 ,加 烟草 前 娥 (Bollenbacher 等 , 1981) ,大 
See (Lafont 等 ,1975)、 和 美国 棉铃 虫 (Holman and Meola, 1978) 40s Ar CEI (CR IMEE 
1984). 但是, MRE IB ee eg 20-F EM RE, FRAT aS 
EMERGEN Bt? TELE PRA SE et TEMA SMR CBollenbacher 3, 1981), 
Mgh eke ASE ly obs MAL ie A EBL Pe AS CH PT TART EG KARAM TITE S PR E OS 
GAS) Ti HAI pe E E KOIA BS IS E R BE A UIT A e BL (Cal vez, 1976) 0 [Al 
bs ese ERA EI IBAA SES 相反 ,我 们 证 实在 棉铃 虫 妃 e- 
liothis armigera 师 焙 皮 委 类 的 高 峰 时 20- 羟 基 赔 皮 柄 是 主要 的 赔 皮 钳 类 。 Tell PRI AIGE tE 
FETAR H. zea(Holman and Meola, 1978) FASE RI (Lafone 等 , 1975) Ho 

i PG IP LNG HTP SHEE E E Fk B GRE 92) BBE ae (Chino $, 1974) 
AB GW (King SF, 1974) 0 HAREM OLIR BRE PHAR, THRE DUR R E 
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DFAT BU la Wik BS UES THR I Uz SPREE (Meola and Adkisson, 1977). 我 们 发 
现 棉铃 虫 第 . 1 天 如 的 前 胸腺 能 在 体外 温 育 的 条 件 下 产生 具 暗 皮 当 类 免疫 活性 的 物质 ， 在 
肾 期 的 第 3 一 4 天 前 胸腺 发 生 组 织 分 解 (未 发 表 资料 )。 由 于 晓 皮 省 类 的 最 大 滴 度 出 现在 
IHS 5 天, 因此， 在 炳 的 早期 由 前 胸腺 产生 的 晓 皮 省 类 可 能 有 部 分 以 某 种 形式 (例如 与 
大 分 子 结合 或 形成 晓 皮 倪 类 的 结合 物 ) 保 存在 血 淋 巴 中 ,而 在 晓 皮 当 类 的 高 峰 期 被 重新 活 
化 。 在 棉铃 虫 的 预 成 虫 期 , 晓 皮 和 贡 类 的 注 度 下 降 可 能 是 由 于 焙 皮 禾 类 的 分 解 所 致 ， 例 如 ， 
在 烟草 角 妖 的 晴 便 中 兽 发 现 多 种 失 活 的 晓 皮 省 类 ,如 3- 表 - 赔 皮 了 酮 ,3- 表 -20- 羟 基 赔 皮 柄 
AW SARA CKaplanis 等 ，1980)。 
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ECDYSTEROIDS IN HEMOLYMPH OF COTTON BOLLWORM 
HELIOTHIS ARMIGERA (HUBNER) DURING 
PUPAL STAGE 


ZHU XIANG-XIONG CHEN ZHI-FU 


(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica) 


The ecdysteroids in the haemolymph of Heliothis armigera pupae were studied by radio- 
immunoassay, thin layer chromatography, high pressure liquid chromatography and mass spec- 
trometry. The results aré as follows: 

1. Two ecdysteroids, ecdysone and 20-hydroxyecdysone, are present in pupal haemolymph. 

2. The ecdysteroid titer in the pupal stage shows a single broad peak and the high peak 
appears on the fifth day after pupation (3455 ng/ml). 

3. For the high peak, the ratio of ecdysone to 20-hydroxyecdysone is 1:3.57, indicating 
that 20-hydroxyccdysone is the predominant ecdysteroid. | 

4, Comparison between the haemolymph cedysteroid titers of both male and female pupae 
shows no obvious difference. 

The results suggest thar 20-hydroxyecdysone, bur not ecdysone, is the major moulting hor- 
mone responsible for adult development in H. armigera. 
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